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Inventia se refera la o metoda pentru stabilirea in vivo,
la animale de experienta, a concentratiei eficiente de
apa saracita in deuteriu pentru tratamentul cancerului,
ce consta in aceea c3 E)revede administrarea apei
saracita in deuteriu, inainte $i dupd grefarea tumorala
cu grefe animale, si are urmatoarele etape:
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Cu un continut de 150 ppm deuteriu din apa de la retea;

B) stabilirea viabilitatii celulelor tumorale ce
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urmeaza a fi grefate, cu albastry de tripan;

C) grefarea la sobolanii de experienta si la
loturile martor, de diferite tipuri de celule tumorale:

D) observarea efectelor administrarii continue
side lungé durata a apei saracita in deuteriuy;

) stabilirea  concentratiei eficiente de apa

saracitd in deuteriu, pentry regresia tumorala si
vindecarea de cancer.
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Prezenta inventie se referd la 0 metoda pentru stabilirea in vivo, la animale de expe-
rientd, a concentratiei eficiente de apa sardcita in deuteriu, pentru tratamentul cancerului,
metoda ce poate fi aplicatd in oncologia experimentala.

Sunt cunoscute procedee si instalatii pentru obtinerea apei saracite in deuteriu, din
apa natural3 sau apa provenita din apa grea (RO 112422, FR 2 552 324, PCT WO 96/33129,
RU 2182562).

De asemenea, sunt cunoscute proprietatile apei saracite in deuteriu, in ceea ce pri-
veste ameliorarile i vindecarile diferitelor boli, inclusiv a cancerului, atunci cand aceasta apa
este administrata pacientilor fie ca atare, fie sub forma unor preparate farmaceutice sau cos-
metice (US 5788953, WO 96/03996, WO 95/18545).

Din stadiul tehnicii rezulta ca este cunoscuta o metoda experimentala in vivo, de sta-
bilire a dozelor necesare de apa saracita in deuteriu, pentru tratamentul cancerului (US
5788953), dar aceasta metoda prezinta numeroase dezavantaje. Astfel, in metoda descrisa,
sunt utilizate tumori umane (tumora de prostata, tumora a sénului etc.), grefate la animalele
imunosupresate. Aceasta xenotransplantare (tumorad umana, grefata la animale) a fost obti-
nuta pe linii de soareci singeneici (inbred), si anume linia purd CBA/Ca, animalele fiind in
prealabil imunosupresate (WO 95/18545, pag. 3). )

Este cunoscut insa c3, la transplantarea tumorilor maligne umane la animale, exista,
foarte frecvent, riscul de respingere (Billingham, R.E. si colab., 1953, Nature, 172, 603;
Miles, C.P., 1965, J.Natl. Cancer Inst. 34, 103; Comisel, V. si colab, 2001, Rev. Rom. de
Oncologie Comparata, 4, 295).

Este deja bine cunoscut faptul ca aceasta xenotransplantare de celule, tesuturi gi
organe este extrem de greu de obtinut, aproape imposibil, xenotransplantul fiind rejectat, in
timp, de catre organismul gazda. De asemenea, sunt rejectate i grefele tumorale maligne
in sistem xenogenic. In ceea ce priveste xenotransplantarea tumorilor, in general, si a tumo-
rilor maligne, in special, la animalele de experienta, existd numeroase lucréri stiintifice publi-
cate, in care se prezinta si se discuta conditiile care faciliteaza reusita xenotransplantarii
tumorale, cum sunt:

a) folosirea unor tehnici deosebite, de inoculare a celulelor tumorale (inocularea intra-
embrionara, intracraniand, la puii nou nascuti, intratesticulara, in camera anterioara a
ochiului, sub capsula renala, in punga jugald a hamsterului etc). Xenotransplantarea tumo-
rilor in aga-zisele sedii privilegiate a demonstrat, insa, ca procentul de grefe pozitive este
neconcludent si variabil, neputand oferi un model experimental, constant si reproductibil
(Comigel, V. si colab, 2001, Rev. Rom. de Oncologie Comparata, 4, 295);

b) folosirea animalelor cu imunodeficiente congenitale sau dobandite, soarecii ,nude”
homozigoti, atimici congenital, caracterizati printr-o deficientd a raspunsului imun, mediat
celular, timectomia chirurgicala a animalelor nou-nascute;

c) inhibarea reactivitatii imune, pentru inducerea tolerantei specifice fata de xeno-
transplant, prin diverse metode, cum sunt: iradierea cu doze subletale, sub protectie cu anti-
biotice; blocarea sistemului imun, prin inoculare intravenoasa, cu doze masive de suspensii
coloidale; administrarea de steroizi corticosuprarenali, seruri antilimfocitare, medicamente
imunosupresoare (ciclofosfamida, cytostar etc.) sau ciclosporina.

Mijloacele cunoscute, de producere a imunosupresiei la animalele care urmeaza sa
fie supuse xenotransplantarilor tumorale maligne, s-au dovedit a avea efecte nocive asupra
starii de sanatate a animalelor imunosupresate, stare care influenteaza rezultatele testelor
experimentale (Comisel, V. si colab, 2001, Rev. Rom. de Oncologie Comparata, 4, 295).
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De asemenea, aplicarea unui tratament de supresie imunologica inainte de efec-
tuarea transplantului face ca, ulterior transplantului din timpul experimentului de stabilire a
dozei eficiente de apa saracita in deuteriu, efectul dozei sa nu fie cel real, animalul supresat
imunologic avand reactii total diferite in comparatie cu un animal normal; nu reactioneaza
sau reactioneaza extrem de slab imunologic.

Un alt aspect important, legat de xenotransplantare, este acela ca animalele imuno-
supresate isi redobandesc capacitatea de respingere a grefei de tesut normal sau tumoral
malign dupa o perioada de 4-6 saptimani, indiferent de modul de inducere aimunosupresiei.

in experimentele prezentate in brevetul US 5855921, se precizeaza ca tumorile ma-
ligne umane, xenotransplantate Ia g$oareci si dezvoltate la acestia, dupa o perioada de trata-
ment cu apa saracita in deuteriu, au regresat $i, apoi, au fost rejectate, datoriti acestui
tratament.

In acest caz, rejectarea poate fi pusd pe seama unei reactii imunologice normale,
gazda contra grefa tumorala, asa cum a fost aratat mai sus.

De asemenea, precizarea ca tumorile maligne, xenotransplantate la animale gi tratate
apoi cu apé saracita in deuteriu, nu metastazeaza, nu poate fi luats in considerare ca efect
al administrarii apei, deoarece, agsa cum s-a aratat mai sus, tumorile maligne umane, trans-
plantate experimental, nu metastazeazi sau metastazeaza foarte. rar.

in brevetul US 5855921 . dozele de deuteriu in apa administrata in experiment nu sunt
constante, astfel incat sa se poaté urméri stabilirea unei doze singulare, eficiente. Astfel, in
cursul experimentului, se administreaza, pentru inceput, apa cu un continut de 30 ppm deu-
teriu, timp de 3 saptamani, iar apoi, la acelasi lot de animale, se administreaza apa cu un
continut de deuteriu de 110-120 ppm, pana la sfarsitul experimentului. in acest fel, este con-
struita plaja concentratiilor de deuteriu revendicata in brevetul US 5855921.

Avand in vedere cele de mai sus, se poate constata ca experimentele din stadiul teh-
nicii prezentate de inventiile ale caror autor este Gabor Somiayi sunt neconvigitoare, deoa-
rece, pentru xenotransplantarea folosit3, rezultatele obtinute sunt influentate de conditiile in
care experimentele au fost efectuate, respectiv modalitatea de administrare a dozelor peo
plaja prea mare si folosirea tumorilor umane, in cazuri in care a fost folosita, in prealabil,
imunosupresarea animalelor de experienta. De asemenea, din experimentele prezentate in
brevetul US 5855921, nu rezulta durata totali pentru tratamentului cancerului, respectiv nu
este indicata durata si concentratia pentru care efectele sunt maxime.

Problema pe care o rezolva inventia este aceea ca aceasta permite realizarea unei
metode de stabilire experimentala, in vivo, a concentratiei eficiente de deuteriu in apa, astfel
incat sa se obtina rezultate optime in tratamentul cancerului la sobolani.

Metoda pentru stabilirea in vivo, la animale de experienta, a concentratiei eficiente
de apa sarécita in deuteriu, pentru tratamentul cancerului, consta in aceea c3 aceasta pre-
vede administrarea apei saracitd in deuteriu inainte si dupa grefarea tumorala, cu grefe
tumorale animale, si are urmatoarele etape:

A) administrarea sobolanilor Wistar outbred, prin dieta, a apei saricita in deuteriu,
la concentratiile de 25, 60 si 100 ppm, timp de 60 de zile, concomitent cu animale martor,
carora le-a fost administrata, prin dieta, apa cu un continut de 150 ppm deuteriu, pe aceeasi
durata de timp, de la retea;

B) stabilirea viabilitatii celulelor tumorale ce urmeaza a fi grefate, cu albastru de
tripan;

C) grefarea animalelor din lotul de experienta si a animalelor martor, in a 60-a zZi,
subcutan, cu 1 x 107 celule tumorale maligne, in 0,5 ml ser fiziologic, de sarcom Walker 256-
varianta solida si epiteliom limfotrop T8 Guérin-variants solida, ambele avand celule cu
viabilitate de peste 98%:
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D) observarea efectelor administrarii continue si de lunga durata, prin dieta, a apei
saracita in deuteriu, la concentratii de 25, 60 gi 100 ppm deuteriu, perioada in care se
efectueaza urmatoarele:

a. incepand cu ziua a 4-a postgrefare, se executa, la 2...3 zile, controlul gi
masurarea nodulilor tumorali;

b. urmarirea stérii fiziologice a animalelor, prin cantarire sdptdmanala, urma-
rirea consumului hranei si al apei, observarea aparitiei toxicitatii,

c. dupa 60 de zile, cand toate animalele martor au decedat, intre ziua
160...200 de la grefare, se urmareste efectul produs de administrarea apei sarécita in deute-
riu, la concentratiile stabilite, asupra homeostaziei animalelor supravietuitoare, din loturile
de experienta, respectiv modul de influentare a sistemului imun tumoral si celular al acestor
animale, efectuandu-se o serie de controale a stérii imunologice a animalelor, gi anume:
analiza formulei leucocitare, pentru stabilirea nivelului limfocitelor si a celulelor blastice;
analize la nivelul maduvei hematopoietice, pentru stabilirea nivelului plasmocitelor i a nive-
lului celulelor NK-K;

E) stabilirea concentratiei eficiente de apa sarécitd in deuteriu, pentru animalele de
experientd, ramase in viata, in functie de instalarea noii homeostazii si rezultatele obtinute
privind regresia tumorald, cat si vindecarile de cancer.

Metoda pentru stabilirea in vivo, la animale de experientd, a concentratiei eficiente
de apa séréicita in deuteriu, pentru tratamentul cancerului, prezintad urmatoarele avantaje:

- este 0 metoda ce practica grefarea tumorala alogeneica, ce permite o eventuala
extrapolare a rezultatelor la om, fatd de rezultatele obtinute de alti autori, pe animale
singeneice;

- permite stabilirea exacta a concentratiei eficiente de deuteriu;

- rezultatele aplicérii metodei sunt exacte si reproductibile, tumorile grefate in sistem
alogeneic avand un procent de prindere tumorald de 100%, fara regresii tumorale spontane;

- nu este efectuatd supresia imunologica a animalelor, ceea ce permite eliminarea
unor rezultate fals pozitive;

- nu introduce nici un factor arbitrar in stabilirea concentratiei de deuteriu;

- foloseste tumori experimentale, bine cunoscute, de screening, folosite curent la
aprecierea efectelor citostaticelor.

Se d4, in continuare, un exemplu de realizare a metodei conform inventiei.

Metoda conform inventiei consta in administrarea, la animale de experienta (sobo-
lani), a apei saracita in deuteriu, inainte si dupa grefarea tumorala cu grefe animale.

Metoda cuprinde urmatoarele etape:

A) Administrarea apei sarécitd in deuteriu, inainte de grefarea tumorala

S-au ales circa 800 animale de experienta, respectiv sobolani Wistar outbred, masculi
si femele, cu greutate de 120 + 20 g, cu stare fiziologica bund, constatata in urma unui
examen clinic.

Animalele de experienta au fost repartizate cate 7-8 intr-o cugca (masculii separati
de femele).

S-a administrat, la trei loturi de sobolani Wistar outbred, prin dietd, apa saréacita in
deuteriu, cu concentratiile de 25, 60 si 100 ppm, timp de 60 de zile, concomitent cu animale
martor, carora le-a fost administrata, prin dieta, apa cu un continut de 150 ppm deuteriu, pe
aceeasi durata (apa de la retea).

B) Stabilirea viabilitatii celulelor tumorale ce urmeaza a fi grefate

Tnainte de efectuarea grefelor, s-a executat stabilirea viabilitatii celulelor tumorale, ce
urmau a fi grefate, cu albastru de tripan. Pentru aceasta determinare, pe o lama de micro-
scop, s-au recoltat celule tumorale, obtinute conform unor tehnici cunoscute, din tumora
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alogeneica, in 0,5 ml ser fiziologic, i s-au adaugat 1-2 picaturi de albastru de tripan. Celulele
colorate n albastru sunt celule moarte. Calculul procentului de viabilitate s-a efectuat prin
numararea celulelor moarte la 1000 celule etalate pe lama i s-a raportat procentual. Viabili-
tatea celulelor trebuie s fie de peste 98%.

C) Grefarea animalelor din lotul de experien{d gi animalelor martor, cu sarcomul
Walker 256-varianta solida si cu epiteliomul limfotrop T8 Guérin- varianta solids.

Ina 60-azidela tratamentul preliminar al animalelor, cu ap3 saracita in deuteriu,
conform etapei A), s-a procedat Ia grefarea sobolanilor din lotul de experienta, cat si din lotul
martor, prin tehnici bine cunoscute, subcutan, dorsal, cu 1 x 107 celule tumorale maligne, in
0,5 mi ser fiziologic de sarcom Walker 256- varianta solidd si epiteliom limfotrop T8
Guérin-varianta solida, ambele avand celule cu viabilitate de peste 98%.

Grefarea s-a executat pe cate trei loturi de 220 animale, ce urmau a li se administra
apa saracita in deuteriu, in trei concentratii, respectiv la 25, 60 i la 100 ppm. Din fiecare lot
de 220 animale de experienta, dous loturi de 79 animale au fost grefate cu sarcomul Walker
256-varianta solida si un lot de 79 animale a fost grefat cu epiteliomul T8 Guerin- varianta
solida. Celelalte animale s-au folosit ca martori.

D) Observarea efectelor administrérii continue §i de lunga duraté, prin dieta, a apei
saracita in deuteriu, la concentratii de 25, 60 si 100 ppm deuteriu, comparativ cu administra-
rea, la animale martor, a apei de Ia refea, cu continut de deuteriu de 150 ppm

Animalelor de experientd, impartite in trei loturi, li s-a administrat, prin dieta zilnica,
apa saracita in deuteriu, in trei concentratii: 30, 60 si 100 ppm, timp de 700 zile. Inceputul
administrarii la animalele de experienta s-a facut concomitent cu administrarea, la animale
martor, tot in dieta zilnica, a apei de la retea, cu un continut de deuteriu de 150 ppm.

In perioada experimentului, s-au efectuat urmétoarele :

a. Tncepénd cu ziua a 4-a postgrefare, s-a executat la 2-3 zile, la locul inoculului, con-
trolul $i masurarea nodulilor tumorali, dezvoltati la animalele de experienta. Incidenta tumo-
rala a fost, la toate Ioturile, de 100%. Cregterea tumorilor a fost apreciati prin masurarea a
doua diametre, mare gi mic, la diferite stadii ale cregterii tumorale. Volumul tumoral a fost cal-
culat dupa formula V =ax b?x 0,4, in care V este masurat in mm?, a si b fiind cele doua dia-
metre, iar 0,4 fiind o constanta.

b. Zilnic, s-a efectuat urmarirea starii fiziologice a animalelor, prin cantarire; s-a urma-
rit consumul hranei si al apei, cu observarea aparitiei fenomenelor toxice (hemoragii, diaree,
caderea parului etc). De asemenea, zilnic s-a inregistrat mortalitatea. Animalele au fost can-
tarite la data efectudrii masuratorilor tumorale, deoarece scaderea brusca in greutate poate
fi o manifestare a fenomenelor toxice.

¢. Dupa 60 de zile, cand toate animalele martor au decedat, de preferinta intre ziua
160-200 de la grefare, s-a urmarit efectul produs de administrarea apei saracita in deuteriu,
la concentratiile stabilite, asupra homeostaziei animalelor supravietuitoare, din loturile de ex-
perienta, respectiv modul de influentare a sistemului imun, tumoral si celular, al acestor ani-
male, efectuandu-se o serie de controale a stirii imunologice a animalelor, si anume: analiza
formulei leucocitare, pentru stabilirea nivelului limfocitelor si a celulelor blastice, inclusiv
nivelul prezentei celulelor NK-K §i al celulelor dendritice; analize la nivelul maduvei hemato-
poietice, a teritoriilor limfonodate, satelite zonei de grefare tumorala, inclusiv formatiunea
tumorala grefata.
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F) Stabilirea concentrafiei eficiente, de apa séracitd in deuteriu, pentru animalele de
experientd, ramase in viafa, in functie de instalarea unei noi homeostazii $i de rezultatele
obtinute, privind regresia tumorala si vindecarea de cancer

Aprecierea activitatii antitumorale a apei saracita in deuteriu s-a facut conform crite-
riillor NCI (1990). S-a calculat inhibitia cresterii tumorale (ICT%), o valoare de 50% a acestui
indice reprezentand o inhibitie puternica a cresterii tumorale. Pentru supravietuirea anima-
lelor, s-a calculat:

- timpul mediu de supravietuire (TMS);

- raportul T/C (tratat/control x 100), care trebuie sa fie mai mare de 125;

- cresterea timpului de supravietuire (ILS%), care trebuie sa aiba valoarea peste
25-36, in functie de sistemul experimental folosit;

- calcularea numarului de animale supraviefuitoare pe termen lung, fata de numarul
animalelor tratate.

Au fost respectate procedurile standard, pentru validarea GLP a modelelor experi-
mentale utilizate in studiile farmacologice. Au fost respectate cele doua variabile cerute de
GLP: variabila independenta (de predictie), care consta in utilizarea aceluiagi numar de
celule tumorale, inoculate in aceleasi conditii standard, la toate animalele (1 x 10 celule
tumorale) si variabila dependenta (variabila de criteriu):

- perioada de latenta (in zile de la transplantul tumoral, pana la aparitia unui nodul
tumoral palpabil);

- incidenta tumorala-numar de animale cu tumori, fara tumori, rejectii tumorale;

- timpul mediu de supravietuire (TMS in zile), de la grefarea tumorii pana la moartea
ultimului animal.

Rezultate

Ca prim rezultat, s-a evidentiat faptul ca exista diferente semnificative in ceea ce pri-
veste tumorigeneza si evolutia tumorala intre martorii carora li s-a administrat, in dieta, apa
curenta de la retea, pre- si postgrefare tumorala, si sobolanii carora le-a fost administrata
apa sardcita in deuteriu, in special la concentratia de 60 ppm.

Tn ceea ce priveste perioada de latent4, s-a constatat o lungire a acesteia cu 5 zile,
la loturile care au primit, in dieta, apa saracita in deuteriu, cu concentratia de 60 ppm, fata
de martori, atat pentru tumora Walker 256, cat si pentru tumora T8 Guérin. Aceasta lungire
a perioadei de latentd a influentat procentajul sobolanilor cu tumori la diferite stadii ale
evolutiei tumorale.

Cu privire la supravietuirea animalelor, s-au constatat urmatoarele:

-1a 60 de zile post inocul tumoral, s-a constatat o usoara prelungire a TMS, la anima-
lele grefate cu tumora T8 Guérin, la care s-a administrat apa saracita in deuteriu, la concen-
tratie 60 ppm, si o prelungire semnificativa a TMS, la animalele grefate cu tumora Walker
256; la animalele grefate cu tumora Walker 256, si criteriile de apreciere ale activitatii tumo-
rale au valori semnificative (T/C% = 150 si ILS% = 50);

- la animalele grefate cu tumora Walker 256, 1a care s-a administrat apa saracita in
deuteriu, in concentratie de 60 ppm deuteriu, in a 60-a zi, mai traiau 33/79 (41%) din sobo-
lani, fata de 20%, la animalele tratate cu apa saracita in deuteriu, la concentratie de 25 ppm
100 ppm deuteriu;

- pana in a 60-a zi de la inoculul tumoral, toate animalele martor au murit de cancer;

-1a 80 de zile, din 79 sobolani grefati cu tumora Walker 256 si tratati cu apa saracita
in deuteriu, cu concentratia de 60 ppm deuteriu, mai traiau 27 sobolani, din care 22 fara
tumori, procentul gsobolanilor care n-au dezvoltat cancer fiind de 34%;
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- pentru tumora T8 Guérin si concentratia de 60 ppm deuteriu, la 184 de Zile, au fost
8/77 sobolani (10,4%) care nu au dezvoltat cancer, iar 11/77 (14,2%) au prezentat o evolutie
tumorala foarte lenta:

-1a 584 de zile, pentru tumora Walker si concentratia 60 ppm deuteriu, 20/70 sobolani
auramas in viata, ceea ce reprezinta 28,5%, iar1a 8/60 (11,1%) din sobolani, la care evolutia
tumorala a fost foarte mult prelungita.

Rezultatele obtinute prin aplicarea metodei conform inventiei sunt datorate, in primul
rand, moduldrii celulelor din sistemul imunitar, mediat tumoral si celular, care determina 0
inhibitie asupra dezvoltarii si evolutiei celor doua tumori maligne experimentale (Walker 256
$i T8 Guérin). Dovada acestei acliuni este ilustrata de urmatoarele:

-la 162 de zile, pentru tumora Walker 256, sila 192 de zile, pentru tumora T8 Guérin,
formula leucocitara, la animalele supraviefuitoare cu evolutie tumoral3 extrem de lenta, pre-
zinta o cregtere procentuals a limfocitelor, de 70-80 %, fata de 15...20%, la martori; din pro-
centul limfocitelor, 10-15% au fost celule blastice, fati de 0%, la martori:

- $-a inregistrat un procent crescut al celulelor dendritice (5-8%, fata de 0-1%, la
martori) si a celulelor NK-K (9-15%, fatd de 0-1%, la martori);

- -a constatat ca maduva hematopoietica a animalelor tratate cu apa saracita in deu-
teriu, la concentratia de 60 ppm deuteriu, prezinta o masivi infiltrare cu imunoblasti, plasmo-
Cite $i mastocite, ceea ce dovedeste o celularitate specifica pentru reactiile imune, mediate
tumoral ;

- teritoriul limfopoietic a prezentat imagini identice cu cele din maduva hemato-
poietica;

- celularitatea tumorilor cu evolutie extrem de lents a fost foarte diferita de cea exis-
tenta la martori; astfel, in timp ce la martori, celulele tumorale au fost in proportie de aproape
100% din total celularitate, la animalele care au primit in dieta apa saracita in deuteriu, in
special cea cu concentratia de 60 ppm deuteriu, pragul acestor celule tumorale nu a depasit
10%, restul celulelor tumorale fiind in necrobioza;

- S-a remarcat invazia tumorii de catre limfocite $i celule NK-K;

-analiza citomorfologica a hematopoiezei a aratat o formula leucocitara cu un procent
ridicat de limfocite (60-75%), celule limfoide blastice (5-7%), prezenta celulelor dendritice
(5-8%) si a celulelor NK-K (9-1 5%) la gobolanii care au consumat 1-2 ani, in exclusivitate i
in mod continuu, apa saracita in deuteriu, 60 ppm deuteriu.

Rezulta ca sobolanii Supravietuitori de cancer au prezentat o remanenta pe termen
foarte lung a acestei extraordinare stimulari imune, prin administrarea continua de apa sara-
cita in deuteriu, in concentratie de 60 Ppm deuteriu, inainte i dupa grefarea tumoral.

in baza rezultatelor obtinute prin aplicarea metodei conform inventiei, se poate afirma
ca administrarea continua de apa saracita in deuteriu, la concentratie de 60 ppm deuteriu,
timp de 60 de zile, inainte de grefarea tumorald, si administrarea acestei ape timp extrem
de indelungat inhiba dezvoltarea si evolutia celor doua tumori maligne experimentale, pe
sobolani Wistar outbred, producand, in final, nedezvoltarea cancerului in procente semnifi-
cative, cat si prelungirea semnificativi a timpului de supravietuire a animalelor cu tumori,
determinand o evolutie foarte lents.

De asemenea, se poate afirma ca apa saracita in deuteriu, la concentratia de 60 ppm
deuteriu, administrat3 continuu si timp indelungat, actioneaza ca un factor homeostazic, de
inhibare a dezvoltarii i evolutiei tumorilor maligne.

Deoarece sobolanii supravietuitori de cancer au prezentat o remanenta pe termen
foarte lung a sistemului imunitar, in urma administrarii continue de apa sarécits in deuteriu,
in concentratie de 60 ppm deuteriu, se poate afirma c3 apa saracita in deuteriu, la concen-
tratia de 60 ppm deuteriu, creeazs o noua homeostazie la animalele de experienta la care
a fost administrats, producand o modulare a celulelor din sistemul imunitar mediat, tumoral
si celular.
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Pentru a mentine homeostazia indusé de apa saracita in deuteriu, este necesar ca
administrarea acesteia, odata inceput, sa fie continuata indefinit (continuu), fara intreruperi
accidentale; in caz contrar, homeostazia instalat3 se perturba cu ugurinta si se poate reveni
la faza homeostazica dinaintea administrarii apei saracite in deuteriu, cand conditiile homeo-
stazice pot facilita, din nou, proliferarea clonului malign.

Revendicari

1. Metoda pentru stabilirea in vivo, la animale de experientd, a concentratiei eficiente
de apa saracita in deuteriu, pentru tratamentul cancerului, caracterizatd prin aceea ca
aceasta prevede administrarea apei saracita in deuteriu, inainte si dupa grefarea tumorala
cu grefe animale, si are urmatoarele etape:

A) administrarea sobolanilor Wistar outbred, prin dietd, a apei saracita in deuteriu,
la concentratiile de 25, 60 si 100 ppm, timp de 60 de zile, concomitent cu animalele martor,
carora le-a fost administrata, prin dietd, apa cu un continut de 150 ppm deuteriu, pe aceeasi
durata, din apa de la refea;

B) stabilirea viabilitatii celulelor tumorale ce urmeaza a fi grefate, cu albastru de
tripan;

C) grefarea animalelor din lotul de experienta sia animalelor martor, in a 60-a zi, sub-
cutan dorsal, cu 1 x 107 celule tumorale maligne, in 0,5 ml ser fiziologic, de sarcom Walker
256- varianta solida si epiteliom limfotrop T8 Guérin -varianta solida, ambele avand celule
cu viabilitate de peste 98%;

D) observarea efectelor administrarii continue i de lunga durat, prin dieta, a apei
saracitd in deuteriu, la concentratii de 25, 60 si 100 ppm deuteriu, perioada in care se
efectueaza urmatoarele :

a. incepand cu ziua a 4-a postgrefare, se executd, la 2...3 zile, controlul si
masurarea nodulilor tumorali;

b. urmarirea stérii fiziologice a animalelor, prin cantérire sdptamanala, urma-
rirea consumului hranei si al apei, observarea aparitiei toxicitatii;

c. dupa 60 de zile, cand toate animalele martor au decedat, intre ziua
deuteriu, la concentratiile stabilite, asupra homeostaziei animalelor supravietuitoare, din lotu-
rile de experientd, respectiv modul de influentare a sistemului imun tumoral si celular al
acestor animale, efectuandu-se o serie de controale a starii imunologice a animalelor, si
anume: analiza formulei leucocitare, pentru stabilirea nivelului limfocitelor si al celulelor blas-
tice: analize la nivelul maduvei hematopoietice, pentru stabilirea nivelului plasmocitelor si
nivelului celulelor NK-K;

E) stabilirea concentratiei eficiente de apa saracita in deuteriu, pentru animalele de
experientd ramase in viata, in functie de instalarea noii homeostazii si de rezuitatele obtinute
privind regresia tumorala, cat gi vindecarile de cancer.

2. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca aceasta stabileste
concentratia de 60 ppm deuteriu in apa saracita in deuteriu, concentratie care este cea mai
eficientd pentru tratamentu! si profilaxia cancerului, prin administrare continua si de lunga
durata a acestei ape in dieta zilnica.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
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